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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adición fraccionada del crioprotector
Dimetilformamida y la viabilidad espermática pre y post descongelamiento. Se utilizaron
seis sementales de la raza criollo colombiano. La dimetilformamida se añadió de la
siguiente manera: T1: adición de una décima parte del crioprotector por minuto; T2:
adición de una décima parte del crioprotector cada dos minutos y T3: adición de una
décima parte del crioprotector cada tres minutos. Para los tratamientos, el semen se
mantuvo diluido y a temperatura ambiente, durante un periodo medio de una hora y diez
minutos. Posteriormente las muestras se enfriaron a 5ºC utilizando una tasa de
enfriamiento de 0,25ºC / min. Las curvas se realizaron de la siguiente forma: C1: Curva
de enfriamiento de 0,25 ° C a 5 ° C, curva de descogelación rápida que va directamente al
vapor de nitrogeno, C2: Curva de enfriamiento de 0,25 ° C a 5 ° C, temperatura de
equilibrio por 45 minutos, curva lenta en congelador y C3: Curva de enfriamiento 0,25 ° C
a 5 ° C, temperatura de equilibrio por 45 minutos, curva rápida en vapor de nitrogeno.
Despues de congelar las muestras, se sumergieron en nitrogeno líquido. La
descongelación se realizó a 52ºC durante diez segundos, se sumergieron las muestras en
agua a temperatura de 37ºC bajo un tiempo de treinta segundos. Inmediatamente
despues se evaluo la Motilidad total, motilidad progresiva y vigor espermático, bajo
microscopía óptica (40x). En el análisis estadístico no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) entre los tratamientos y las curvas, tampoco se
produce interacción entre los mismos. Los resultados mostraron que existe viabilidad de
los espermatozoides despues de la descongelación con la adición fraccionada del
crioprotector Dimetilformamida.
Palabras Clave: Crioprotector, espermatozoides equinos, Dimetilformamida
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the effect of the fractional addition of cryoprotectant
dimethylformamide and sperm viability pre and post thawing. Six stallions were used race
Colombian Creole. Dimethylformamide was added as follows: T1: adding one tenth of
cryoprotectant per minute; T2: adding a cryoprotectant tenth every two minutes T3: adding
a cryoprotectant tenth every three minutes. For treatments, diluted semen was kept at
room temperature for an average period of one hour and ten minutes. Subsequently the
samples were cooled to 5 ° C using a cooling rate of 0.25 ° C / min. The curves were
performed as follows: C1: 0.25ºC cooling curve to 5 ° C, rapid Thawing curve that goes
directly to the nitrogen vapor, C2: cooling curve of 0.25 ° C to 5 ° C, equilibrium
temperature for 45 minutes in freezer and slow curve C3: 0.25 ºC Cooling curve to 5 ° C,
the equilibrium temperature for 45 minutes, quick nitrogen vapor curve. After freezing the
samples were immersed in liquid nitrogen. Thawing was performed at 52º C for ten
seconds, the samples were immersed in water at 37° C under a thirty second time.
Immediately after total motility, sperm motility and vigor under optical microscopy (40x)
was evaluated. In the statistical analysis, no statistically significant differences (P <0.05)
between treatments and the curves were observed, no interaction occurs between them.
The results showed that there sperm viability after thawing fractional addition of
cryoprotectant Dimethylformamide.
Keywords: Cryoprotectant, equine sperm, Dimethylformamide
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INTRODUCCIÓN
La Inseminación Artificial (IA), es una técnica empleada en los programas de reproducción
en los equinos; esta biotecnología surge como una importante herramienta para el
mejoramiento genético.
En la cría moderna de caballos, el semen congelado se ha convertido en un método
eficaz de transporte y viabilidad en comparación con el envío de semen fresco. El semen
congelado ofrece la posibilidad de utilizar sementales simultaneamente en la reproducción
y en competencias, sin restricciones. Por otra parte, el envío de semen congelado no
tiene limitaciones sobre el tiempo de transporte, sin embargo, todavía existen fuertes
variaciones en la calidad del semen despúes de la congelación y descongelación; en las
diferentes tasas de preñez despúes de la inseminación, entre diferentes sementales y su
eyaculado. (Oehninger S et., al 2000).
Para Samper, Pycock & McKinnon (2007), la viabilidad de la inseminación con semen
congelado, ha ido creciendo paulatinamente, basandose en el mejoramiento de los
resultados de preñez efectiva.
Se sugieren factores determinantes en el éxito de la inseminación artificial, la
estacionalidad, el estatus ovárico de la yegua, la experiencia del inseminador, el momento
de la inseminación, teniendo en cuenta la ovulación, el proceso y el manejo del semen.
(Samper, Pycock, & McKinnon, 2007).
Los métodos de conservación del semen, buscan reducir o detener el metabolismo del
espermatozoide y asi prolongar su vida fértil. Existen dos métodos de conservación:
refrigerado y criopreservado (Salomon S, Maxwell, 2000).
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La viabilidad espermática del semen refrigerado (5ºC) es capaz de mantenerse hasta por
cuarenta y ocho horas de almacenamiento, sin embargo, para poder aplicar muchas de
las ventajas de la IA, se requiere de un largo periodo de almacenamiento (Medeiros A et
al., 2002). Esto se logra mediante la criopreservación del semen, para la cual se detiene
el proceso metabólico de los espermatozoides, perminitiendo un almacenamiento
indefinido sin pérdida de la fertilidad (Yates Dj, Whitacre MD, 1993).
En la criopreservación, se utilizan sustancias tales que ayuden a la conservación y
viabilidad del semen. La Dimetilformamida es una sustancia con un peso molecular
inferior al del glicerol, por lo tanto puede reducir el estrés osmótico. (Alvarenga et al.,
2005).
Debido a que las amidas son de naturaleza hidrófilica, su interacción con el agua, reduce
la formación de cristales de hielo dentro de la célula. De allí, el éxito de su uso como
crioprotector para semen de varias especies, incluyendo perros, caballos, cerdos, conejos
y aves. (Alvarenga et al., 2005).
Por varias décadas, el uso de la inseminación artificial en los equinos fue prohibida, ya
que muchas asociaciones de cría no permitian el uso de la misma. (Samper, Hellander y
Crabo, 1991). Actualmente en muchos paises se esta permitiendo el registro de potros
nacidos por biotecnología, presentando un mayor impacto en paises como Brasil, La
unión Europea y USA. (Papa et al., 2005).
Cabe resaltar, que no todos los reproductores presentan rasgos satisfactorios de fertilidad
despúes de la congelación y del transporte del semen, todo esto debido a las cualidades
defectuosas del esperma, resaltando la baja motilidad. (Brisnko, Crockett y Squires,
2000). Objetivo por el cual la busqueda de optimizar la calidad del semen, se basa en la
ayuda de sustancias diluyentes combinadas con crioprotectores que generen estabilidad
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al espermatozoide, disminuyendo los cambios bioquimicos ocurridos dentro de la misma,
por ser expuesta a cambios de temperatura y manipulación. (Terraciano et al., 2008).
Estos cambios, se ven reflejados principalmente, en las bajas tasas de fertilidad en las
yeguas. (Stornelli, Tittarelli, Savignone y Stornelli, 2005).
De tal forma, el principal objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de la adición
fraccionada del criprotector Dimetilformamida y la viabilidad pre y post-descongelamiento
en espermatozoides equinos de la raza Criollo Colombiano.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adición fraccionada del criprotector Dimetilformamida y la
interacción entre las curvas de refrigeración y congelación, determinando la viabilidad
post-descongelamiento en espermatozoides equinos de la raza Criollo Colombiano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

•

Evaluar la interacción entre las variables.

•

Determinar el efecto de la curva de refrigeración y de congelación sobre
espermatozoides equinos y su viabilidad.

•

Evaluar la viabilidad espermática a través de la motilidad, concentración y vigor, en
el proceso post descongelación.

•

Analizar la eficacia del crioprotector pre y post descongelamiento.
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1. MARCO TEORICO

1.1 CRIOPRESERVACIÓN
la criopreservación de la célula espermática es el proceso en el cual, células o tejidos son
congelados a bajas temperaturas, generalmente entre -80ºC y -196ºC, para disminuir las
funciones vitales de una célula o un organismo y lograr mantenerlo en condiciones de vida
suspendida por largos periodos de tiempo, condición denominada estado de latencia o
quiescencia. A las temperaturas descritas, cualquier actividad biológica, incluyendo
reacciones bioquimicas que van a producir muerte celular, quedan efectivamente
detenidas. (Samper y Morris, 1998).
La utilización del semen congelado mediante inseminación artificial ha causado gran
impacto en la reproducción animal. En la criopreservación es posible detener el proceso
que sufre el espermatozoide desde la eyaculación hasta la fecundación y conservarlo en
el tiempo potencialmente fertil. La pérdida espermática durante la criopreservación puede
compensarse mediante la inseminación artificial de un gran número de espermatozoides,
o mediante la colocación del semen en la porción craneal del tracto reproductivo. (Mc
Stornelli et al., 2005).
Varios trabajos de investigación basados en la criopreservación, han demostrado que
existe una alta probabilidad de correlación entre la integridad de la membrana plasmática
y la motilidad, lo que indica el valor de la motilidad del semen. (Vidament et al., 1997).
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1.2 CRIOPROTECTOR
Es una sustancia que tiene bajo peso molecular y baja toxicidad; debe ser facilmente
diluido en agua destilada y es requerido en la congelanción del semen. (Arifiantini et al.,
2010).
La primera preñez equina usando semen criopreservado en glicerol fue reportada en
1957; el glicerol aun es considerado el crioprotector óptimo para semen equino (Chenier y
Merkies et al 1998).
Los crioprotectores son clasificados como penetrantes y no penetrantes de la membrana
plasmática. El glicerol es penetrante de membrana. Otro crioprotector usado en menor
escala es el DMSO. Los crioprotectores no penetrantes como la lactosa y lipoproteínas de
la yema de huevo, actúan solo en el compartimiento extracelular. (Chenier et al 1998)
Los crioprotectores permiten mantener una mayor porción de agua líquida a temperaturas
bajas, una menor concentración de electrolitos, brindando viabilidad celular durante el
proceso.
1.2.1

Dimetilformamida.

Es un crioprotector con menor peso molecular, lo cual favorece a disminuir el estrés
osmótico que otros crioprotectores ocasionan en la célula espermática. Es un
crioprotector benefico para espermatozoides equinos con baja tasa de supervivencia
posdescongelamiento. (Gomez G.M et al., 2002).
La dimetilformamida se utiliza como agente crioprotector y no se comporta como
sustancia tóxica durante el proceso de criopreservación (Alvarenga, Papa, LadimAlvarenga y Medeiros, 2005).
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1.3 FACTORES QUE AFECTAN LA VIABILIDAD ESPERMÁTICA DURANTE
EL PROCESO DE LA CRIOPRESERVACIÓN.
Los espermatozoides, al ser expuestos a la congelación y descongelación estan
sometidos a ciclos de deshidratación y a su vez de hidratación, lo que genera cambios de
volumen. El primer cambio se da cuando la célula es expuesta a un diluyente para luego
ser congelada. Al momento de ser descongelada, se genera un proceso de cambios a
nivel intracelular y extracelular.
Otros factores importantes se representan por los cambios de temperatura, el estrés
tóxico que se produce por la exposición a crioprotectores, la formación de cristales de
hielo y cambios de osmolaridad en el ambiente extracelular. (Stornelli et al., 2005).
1.3.1

Shock térmico.

El shock térmico es un cambio morfoestructural el cual influye directamente en el objetivo
final del proceso de criopreservación. A su vez, reduce el metabolismo, ocasiona lesión al
acrosoma y a la membrana plasmática. (Brass, 2001).
Es conocido que el enfriamiento rápido del semen entre 30ºC y 50ºC induce un estrés
letal en algunas células, el cual es proporcional a la tasa de enfriamiento. (Mc Stornelli et
al., 2005)
El agregado de preparaciones lípidicas purificadas a los espermatozoides reduce
significativamente

el shock

térmico

y

el daño

producido

por

la

congelación-

descongelación. Usualmente se incluye yema de huevo en la preparación de los
diluyentes, debido a que los fosfolípidos y las lipoproteinas de baja densidad poseen un
efecto crioprotector conrtra el shock térmico. (Graham JK. 1987).
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1.3.2

Formación de cristales de hielo.

Este factor puede llegar a ser perjudicial para los espermatozoides, lo cual ocurre si la
curva de congelación es muy rápida, impidiendo la deshidratación progresiva de la célula,
generando cambios caracteristicos en la presión osmótica de la fracción no congelada,
retirando finalmente mas agua de la célula. (Pérez, 2006).
Por tal motivo, la tasa de enfiramineto debe ser lenta, la cual permita la salida de agua
intracelular, favorecida por la presión osmótica extracelular, y de esta forma evitar la
formación de los cristales de hielo.
El porcentaje de células que sobrevive a un proceso de congelación está determinado por
la sensibilidad al estrés osmótico durante la adición y remoción de crioprotectores y
durante el enfriamiento y el recalentamiento. Pueden existir diferencias entre especies en
la sensibilidad espermática a la criopreservación, el eyaculado es heterogéneo con una
resistencia variable al estrés osmótico entre las células (Stornelli et al., 2005).

1.3.3

Estrés oxidativo.

Consiste en el daño que sufren los espermatozoides, cuyo principal efecto es la
disminución de la sobrevivencia y capacidad fecundante despúes de ser eyaculados. Esto
provocado por la cantidad de especies reactivas al oxigeno (ROS) o móleculas que tienen
radicales libres, quienes se hacen presentes durante la manipulación del eyaculado,
comprometiendo la viabilidad de los mismos, (Córdova et al., 2009).
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1.4 TÉCNICA DE CONGELACIÓN DE SEMEN

1.4.1

Colecta de semen.

La colecta de semen debe ser realizada con una vagina artifical; la primera vagina artificial
se desarrollo en Rusia a comienzos del siglo XX. Existen varios modelos tales como el de
Cambridge, Colorado, Missouri, Nishikawa y Hannover (Morel, 1999). Todas buscan imitar
la temperatura y la presión de la vagina de la yegua, así, generando estimulos para que
posteriormente se desencadene la eyaculación. La calidad del eyaculado puede ser
afectada por procediemientos erroneos durante la misma; se debe tener en cuenta que la
yegua a utilizar debe presentar sintomas de celo, o que el caballo este entrenado para el
uso del maniquí.
La vagina artificial consiste en una caja externa y un forro interno de latéx, entre los
cuales se infunde agua tibia y /o aire para generar la presión y temperatura adecuada.
Comunmente se emplean temperaturas que van desde 38º C a 42ºC.
Es posible que el caballo presente problemas para eyacular, por lo cual es necesario
elevar la temperatura sin sobrepasar los 50º C, puesto que una temperatura mas elevada
va a generar rechazo del caballo a la vagina y de tal forma impedir proximas colectas.
Para controlar la temperatura, puesto que en algunos casos se presentan sementales
dificles, es recomendable el uso de termometros y cumplir con el objetivo de la colecta. El
sitio en donde se realice la colecta, debes ser espacioso, libre de obstáculos, limpio y libre
de cualquier distracción para el semental.
El manejo del semen debe ser muy escrupuloso evitando que sufra deterioro alguno, hay
que tener en cuenta que no sólo queremos que el semen presente unas características
adecuadas en el momento de la recogida, sino que queremos que mantenga su potencial
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fecundante, un manejo deficiente del semen va a provocar un descenso en su longevidad
y por tanto un descenso importante de la fertilidad (Serres y Álvarez, 2006).
El semen necesita de un procesamiento relativamente rápido, así se evita que los
espermatozoides se deterioren, evitar cambios de temperatura, es recomendable manejar
temperaturas que oscilen entre 36º C a 38º C, evitando de esta forma el shock térmico al
cual puede estar expuesto por un mal manejo.

1.4.2

Evaluación del semen

Antes de la evaluación se debe retirar la fracción de gel del semen. Esta fracción de gel,
es la última secreción y tiene una concentración muy baja de espermatozoides. Se retira
utilizando varios métodos: aspiración con jeringa estéril, filtración mediante un sistema
incorporado a la vagina artificial, consiguiendo así eliminar residuos. (Morel, 1999).
Es vital, que el semen sea mantenido a temperatura de 38ºC, ya que los espermatozoides
son muy sensibles al shock térmico por bajas temperaturas.
Los utensilios y equipos de trabajo deben estar estériles y libres de sustancias tóxicas que
comprometan la viabilidad de los espermatozoides.
1.4.3

Evaluación macroscópica

Se realiza inicialmente una evaluación macroscópica, observando el gel, porción
gelatinosa, la cual debe ser separada de la porción espermática del eyaculado.
1.4.3.1 Volumen
Posteriormente se evalúa el volumen obtenido en el eyaculado, importante en la
determinación de la fertilidad. El volumen normal de semen producido por semental varía
considerablemente (30-250mL), pero de media la mayoría de los sementales producen
100mL y de este volumen 20-40mL lo constituye la fracción de gel (Morel, 1999).
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1.4.3.2 Aspecto
El semen fresco tiene una coloración que varia de gris ceniza a blanco y su consistencia
puede variar de acuoso a lechoso. La detección de cambios en el color que pueden ser
asociados a la presencia de detritos, sangre u orina, pueden afectar severamente la
calidad del semen e indicar un desorden en el tracto reproductivo o urinario (Juhasz,
Nagy, Kulcsar y Huszenicza, 2000; citado por Saltos, 2007).
El aspecto permite determinar la presencia de urospermia y/o hemospermia. En el caso
de la urospermia, se detecta por el olor a orina en el semen. (Morel, 1999)
1.4.3.3 pH
Pickett en 1993, afirma que el pH esta inversamente correlacionado con la concentración,
de manera que con concentraciones menores el pH tiende a ser mayor. El pH del semen
equino varia entre 7,2 y 7,6 (Kenney et al., 1993). Puede ser medido con cintas
indicadoras de pH o por medio de un potenciómetro. Este debe ser determinado
inmediatamente después de la colecta, porque el reposo puede generar la formación de
ácido láctico.
1.4.4

Evaluación microscópica

El examen microscópico se lleva a cabo preferiblemente con un microscopio óptico con
contraste de fase y una platina térmica a 40 °C (Brass, 2001).
1.4.4.1 Concentración
Se establece a través de espermatozoides por unidad de volumen. La concentración
puede ser medida por medio de recuento en cámara de Neubauer o por
espectrofotómetro.
Para el recuento en la cámara de Neubauer puede ser utilizada una dilución de 1:20 o
1:40 en una solución fijadora de formol-salina o Hayem. La cámara se monta deslizando
la lámina con presión sobre los bordes humedecidos hasta que se formen los anillos de
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Newton. Con una pipeta Pasteur se toma una alícuota de semen diluido y homogenizado
y transfiere a cada hemicámara por medio de capilaridad entre el piso de la cámara y la
lámina que la cubre. Después de la sedimentación las células son contadas (Brass, 2001).
La determinación de la concentración espermática de la porción libre de gel, es
importante, gracias a que este parámetro es usado para determinar la dosis inseminante
correcta, o para calcular el volumen de las muestras para los diferentes ensayos.

1.4.4.2 Motilidad Espermática
Tras la recogida del eyaculado el primer parámetro que debemos analizar es la motilidad,
debido a que ésta se altera por los cambios de temperatura y el tiempo de incubación.
Después de la recolección se inicia una disminución progresiva de la motilidad
espermática. Por eso la evaluación de la motilidad debe ser determinada inmediatamente
o como máximo, 5 minutos después de la recolección (Brass, 2001).
La motilidad será evaluada tanto en el semen fresco como en el diluido. Para el estudio de
la motilidad en este momento se pueden usar soluciones diluyentes como aquellas
utilizadas para el enfriamiento del semen, preferentemente aquellas con yema de huevo
porque esta torna la solución ópticamente opaca; sin embargo, el semen puro tiende a
aglutinarse lo que dificulta la estimación. Para una mejor evaluación el semen debe
6

diluirse en un medio adecuado a una concentración constante entre 25 y 50 x 10 spz/ml.
Generalmente, esta evaluación se realiza mediante la estimación subjetiva y se debe
estimar el porcentaje de células motiles o motilidad total (MT) y el porcentaje de células
con motilidad progresiva (MP). La motilidad tanto en semen diluido o sin diluir es
considerada como una prueba fundamental para evaluar la capacidad fertilizante del
eyaculado. Siendo la motilidad la primera variable microscópica a evaluar, ya que existe
una alta correlación entre el porcentaje de motilidad y fertilidad (Hafez, 2002).
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La motilidad espermática puede ser estimada mediante el método visual, subjetivo, o
utilizando sistemas computarizados. Para la determinación visual 3 pequeñas gotas de
semen, previamente homogenizado, son colocados separadamente sobre portaobjetos
limpio y pre-calentado y cubiertas con láminas cubreobjetos (18 x 18 mm). (Brass, 2001).
La motilidad de los espermatozoides del eyaculado o de la suspensión diluida se valora
en varios campos del microscopio de luz, ya que los espermatozoides tienden a
aglutinarse. El porcentaje de células con movimiento independiente se calcula usando la
magnificación de 400X, la preparación ha de ser mantenida o calentada a 37 °C (Saltos,
2007).
1.4.4.3 Motilidad progresiva
La determinación de los porcentajes de motilidad progresiva es una evaluación subjetiva,
y con un alto porcentaje de variación entre observadores. Sin embargo provee al
investigador de un valor cuantitativo de la calidad del movimiento de los espermatozoides.
Para realizar esta evaluación se observa la porción media de la muestra, y se realiza un
recorrido rápido a través de toda la placa para la determinación de las propiedades del
desplazamiento espermático (Morrell, 2006).
El semen deberá ser examinado usando un aumento de 400X, esto consiste en la
observación del movimiento que realiza el esperamtozoide individual en linea recta por el
campo macroscópico, el movimiento en circulos, la aglutinación o inmovilidad.
1.4.4.4 Morfología
En esta evaluación se determinan las alteraciones morfológicas existentes en los
espermatozoides. Esta morfología se evalua mediante el uso de sustancias buferadas en
formol o por tinción.
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Las tinciones mas utilizadas son eosina nigrosina, Giemnsa o Dif quick. Las morfologias
encontradas se clasifican en: Primarias, asociadas con defecto en la espermatogenesis
de origen testicular; Secundarias, asociadas a conductos extra testiculares y Terciarias,
que se desarrollan in vitro, como consecuencia de una colecta erronea o un manejo del
semen inapropiado. (Malmgren, 2002)
1.4.4.5 Vigor
El vigor o el movimiento de los espermatozoides se clasifica de cero (ausente) a cinco
(máximo) (Pérez, 2006).
1.4.4.6 Centrifugación
Su finalidad, es la de retirar el plasma seminal del eyaculado y de esta forma permitir
diluciones, disminuyendo el daño celular y mejorando la fertilidad del semen en el proceso
de refrigeración. (Pickett, Sullivan, Byers, Pase, Remmenga, 1975; Samper, 1997; citado
por Serres y Álvarez 2006).
Los espermatozoides tienen una densidad diferente, de las células epiteliales, leucocitos,
bacteria y detritos, por lo que pueden ser separadas de los demás componentes del
eyaculado. Como los espermatozoides móviles se orientan por si solos en la dirección de
la fuerza de centrifugación, formaran un condensado o pellet más fácilmente que aquellos
espermatozoides inmóviles. Los espermatozoides inmaduros, viejos o con daño en su
ADN permanecerán en las capas superiores o en las interfaces, por lo que la población
del pellet será conformada por aquellos espermatozoides móviles y fértiles (Morrell, 2006;
citado por Saltos, 2007).
Una pérdida de 10 a 20% de los espermatozoides en el sobrenadante, reduce la motilidad
o puede llegar a aumentar el número de alteraciones morfológicas de las células
espermáticas.; para disminuir este efecto se reduce la fuerza centrifuga, el tiempo de
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centrifugación y el uso de diluyentes y liquído isotónico denso sobre los espermatozoides.
(Pickett et al., 1975; Martin et al., 1970; Cochran et al., 1984; citados por Brass, 2001).

1.5 Diluyentes
Son soluciones que ayudan a prolongar la viabilidad de los espermatozoides frescos y
criopreservados. El primer diluyente descrito con el que se consiguió el nacimiento de un
potro vivo era leche entera con un 10% de glicerol. (Barker y Gandier (1957); Citado por
Serres y Álvarez (2006).
Estos, contienen tampones, azúcares, antibióticos, yema de huevo y leche descremada.
Deben mantener una presión osmótica y pH estables, aportar nutrientes y sustancias que
protejan al espermatozoide de las bajas temperaturas a las cuales esta sometido.
La leche y la yema de huevo, contienen lipoproteínas de baja densidad, generando
estabilidad a las membranas celulares.
Los diluyentes ideales para la criopreservación de semen equino son los que minimizan el
daño resultante de múltiples ciclos de congelación-descongelación y maximizan la
recuperación de espermatozoides móviles y viables (Phetudomsinsuk et al., 2009).
Los medios diluyentes aumentan las tasas de sobrevivencia de los espermatozoides, a su
vez la adición de antibióticos, reducen la contaminación bacteriana y los riesgos que se
asocian con la transferencia de patógenos. Además, el uso de un medio diluyente facilita
el propósito de incrementar el número de yeguas servidas por eyaculado (Morel, 1999).
Más investigaciones en esta área serían beneficiosas para determinar el mejor diluyente
para disminuir el daño del esperma y aumentar la calidad post descongelación (Wrench,
2007). Los antibióticos adicionados en forma rutinaria a los diluyentes, se utilizan para
retardar o eliminar el crecimiento bacteriano. Los antibióticos más usados son la penicilina
G-potásica, la Gentamicina o Amikacina y la estreptomicina (Brass, 2001).
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1.5.1

INRA 82

Se compone de glucosa, lactosa, rafinosa, citrato de sodio, citrato de potasio, HEPES,
penicilina, gentamicina, agua destilada y leche descremada. Puede ser utilizado para el
semen fresco o para el semen crioprrservado despúes de la adición de glicerol. (Wrench,
2007).
El diluyente INRA 82 es comúnmente usado en Francia. Mantiene mejor la motilidad
sobre otros diluyentes qué también se usan de forma regular como el Kenney y el E – Z
Mixin (Ijaz y Ducharme, 1995; citado por Palma, 2001).

1.6 Envase
Existen diversos sistemas de envasado usados en la congelación del semen de equino,
los primeros utilizados fueron los de vidrio o tubos de aluminio descritos por Amann y
Pickett en 1987 (Citado por Serres y Ávarez, 2006).
Actualmente el semen es envasado en pajillas con una capacidad variable entre 0,25 y
5,0 mL. (Brass, 2001), esta aporta mayor velocidad y uniformidad en la congelación
(Alvarenga, Graham, Keith, Ladin-Alvarenga y Squires, 2000).
Generalmente se utilizan las pajillas de 0,5 mL, ya que estas proveen un congelado mas
uniforme.
1.7 Curvas de enfriamiento
El enfriamiento del semen es escencial antes del proceso de congelación. Las tasas
ideales de enfriamiento del semen equino fueron demostradas por Varner et al en 1988,
en donde estos autores observaron tasas de enfriamiento que pueden afectar la
capacidad de retención de la motilidad.
El enfriamiento tiene poco o ningún efecto perjudicial sobre la célula espermática si se
utiliza el diluyente adecuado.
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La refrigeración induce efectos marcados en la fertilidad, mas que en la motilidad, puesto
que los elementos de la membrana pueden alterarse con el rápido descenso de la
temperatura (Serres y álvarez, 2006).
La velocidad de enfriamiento de los espermatozoides equinos, es aquella que ayude a
minimizar las alteraciones de la membrana; teniendo ritmos de refrigeracion lentos, se
ayuda a que tanto los lípidos como las proteínas de membrana se reorganicen a lo largo
de ella y prevenir el daño a gran escala. (Morán, Jasco, Squires y Aman, 1992; citado por
Serres y Álvarez, 2006).
La temperatura adecuada de enfriamiento varia entre 4ºC a 6ºC para la conservación de
la motilidad (Morán, 1992; citado por Serres y Álvarez, 2006). El tiempo de conservación
afecta la motilidad y la fertilidad del semen refrigerado; el semen de caballos conservado
a 4ºC va a mantener buenos indices de motilidad y fertilidad bajo las primeras 12 a 36
horas. (Serres y Álvarez, 2006).
1.8 Curva de congelamiento
El semen puede ser congelado en el vapor del nitrogeno liquído, aunque se reporta otro
tipo de congelación, se utilizan neveras o equipos de congelación programables; se
realiza inicialmente con una temperatura de 4ºc y 10ºC/min, de

20ºC/min hasta

100ºC/min y hasta -140ºC, con la posterior colocación en nitrgeno liquído. (Brass, 2001).
1.9 Descongelación del semen
El método de descongelación mas fácil y disponible es colocar la pajilla en un baño de
agua caliente. Según Morel en 1999, la temperatura del agua debe ir de 4ºC a 75ºC y su
uso ha sido exitoso. Brass en el 2001, indica que las pajillas de 0,5mL son descongeladas
tradcionalmente a 37ºC durante 30 segundos.
Las tasas de descongelación pueden ser manipuladas por varios factores, incluyendo la
naturaleza del ambiente, la temperatura y la conductividad térmica del empaque. De igual
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forma se debe tener cuidado especial en el secado de la pajilla antes de abrirla y así
evitar el contacto del semen con el agua.

2. MATERIALES Y MÉTODOS
2.1 Localización
El estudio fue realizado en el Municipio de Ubaté, Cundinamarca, el cual se encuentra a
95 km de Bogotá, y a 50 km de Chiquinquirá localizada Coordenadas de Ubaté Cundinamarca: 5.31222,-73.81917 Latitud y longitud en Colombia.

FIGURA1. Localización Municipio de Ubaté

Población y muestra
Se utilizaron 6 sementales de la raza Criollo Colombiano, con fertilidad probada, de
edades comprendidas entre 5 – 10 años, los cuales fueron evaluados y seleccionados
bajo examen clínico general y reproductivo. Los reproductores utilizados para este
proyecto son animales que ya han sido colectados con vagina artificial y sometidos al
examen clínico andrológico a través de recolectas de semen varias veces, lo que
disminuye los niveles de estrés y otras variables de manejo a tener en cuenta.
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2.2 Variables
Las variables evaluadas fueron: volumen, pH, concentración, motilidad total, motilidad
progresiva, vigor, morfología espermatica, refrigeración, congelación, descongelación del
semen y viabilidad espermática.
2.3 Análisis estadístico
Los datos fueron analizados en el software estadístico Statgraphics Centirium XVI.II.
Utilizando un nivel de confianza del 95%, para la determinación posteriormente de
diferencias estadísticamente significativas.
2.4 Metodología
2.4.1

Preparación de medios extensores

Se realizó la preparación de los medios INRA 82 modificado con 5% de Dimetilformamida.

FIGURA 2. Preparación de medios.
2.4.1.1 INRA 82 5% Dimetilformamida
Se realizó la preparación de 1L del medio extensor INRA 82 modificado + 5% de
Dimetilformamida (DMF) en 100mL de agua Mili – Q, posteriormente se adicionaron
azucares y el tampón, la solución fue homogeneizada constantemente; posteriormente se
adiciona 500 mL de leche descremada y 330 mL de agua Mili – Q mas la yema de huevo,
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los antibióticos y el Hepes como medio tampón. Posteriormente en el momento del
protocolo de congelación de los eyaculados fue realizada la adición fraccionada del crio
protector Dimetilformamida.

FIGURA 3. Medio Diluyente DIMETILFORMAMIDA
2.4.2

Colecta de semen

Para cada semental del estudio fue realizado el agotamiento de las reservas
extragonadales que consistía en colectas consecutivas durante 7 días a intervalos de 24
horas. Dos días despúes de finalizar el agotamiento, se inició el protocolo de
criopreservación.
El semen fue obtenido utilizando vagina artificial (Modelo Missouri), empleando una yegua
en celo o inducida como maniquí. Inmediatamente despúes de la colecta de semen, se
filtró la muestra para eliminar la fracción de gel del eyaculado. Despúes de la filtración,
las muestras fueron separadas para la evaluación de concentración y morfología de los
espermatozoides.
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FIGURA 4. Colecta de semen
2.4.3

Procesamiento del semen

Despúes de la colecta, se estableció la dilución de semen, este se mantuvo a temperatura
ambiente durante 30 minutos hasta que es transportado desde el lugar de la toma hasta el
laboratorio. El semen diluido se homogeinizo y se dividió en 8 partes iguales de volumen
en tubos de ensayo para posterior centrifugación a 2500 rpm por 12 minutos. Despúes de
la centrifugación, el sobrenadante fue eliminado y el sedimento resuspendido en una
proporción 1:2 utilizando cada uno de los 8 tubos de ensayo. Al realizar la re suspensión
del semen inmediatamente fue evaluado, identificando las siguientes características:
motilidad progresiva, el vigor y la concrentración de espermatozoides. Inmediatamente fue
calculada la concentración espermática post-dilución, para establecer una dilución final y
6

lograr una concentración de 100 X 10 espermatozoides/ml. Posteriormente el semen fue
envasado en pajillas de 0,5 ml y sometido a diferentes curvas de congelación. Despues
de la congelación, el semen se conserva a -196°C hasta la descongelacion que se
realizara despúes de siete dias de almacenamiento.
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2.4.3.1 Motilidad total y progresiva
El análisis del semen fue realizado bajo miscroscopia óptica con aumento de 400x,
utilizando 5µl de semen colocados en una lámina, cubriendolo con laminilla, previamente
calentadas a 37ºC.
La motilidad progresiva fue determinada por la evaluación del porcentaje de células
espermáticas que presentan movimiento rectilineo y movimiento circular abierto,
observados en un mínimo de seis campos.

FIGURA 5. Procesamiento de semen
2.4.3.2 Concentración
Se realizo el montaje en la cámara de Newbauer para lograr una dilución de 1:100. Bajo
observación microscópica a un aumento de 100x, se hizo el conteo en línea recta de los 5
cuadrados contando los espermatozoides y se determinó el número de los mismos por
campo observado. Empleando una fórmula matemática según (Perez, 2006).
2.4.3.3 Morfología
Fue evaluada en muestras de semen preservadas en solución de formol salino
tamponado. Se coloco la muestra en una lámina, para posteriormente realizar la
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observación bajo microscopía óptica a un aumento de 100x. y realizar el conteo por lo
menos de 100 a 200 células espermáticas clasificando las alteraciones de los
espermatozoides de acuerdo con su localización: defecto de cabeza, pieza intermediaria,
defectos de cola, presencia de gota citoplasmática proximal y distal.

FIGURA 6. Morfologia Espermática
2.4.4

Proceso de Criopreservación

2.4.4.1 Curva de enfriamiento
Los medios empleados para la congelación son:
INRA 82 + 2% de yema de huevo + 5% de DMF; centrifugación
INRA 82 + 2% de yema de huevo + 5% de DMF (adición del crioprotector en
diferentes momentos A, B, C.; Congelación).

•
•

Los tratamientos son:
•
•
•

T1: INRA 82 + 2% de yema de huevo + 5% de DMF, además la décima parte de
cada diez minutos (1 minuto)
T2: INRA 82 + 2% de yema de huevo + 5% de DMF, además la décima parte de
cada veinte minutos (2 minutos)
T3: INRA 82 + 2% de yema de huevo + 5% de DMF, además la decima parte de
cada treinta minutos (3 minutos).
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Cada tratamiento se somete a una primera curva de enfriamiento a una velocidad de
0,25°C / min bajo temperatura ambiente de hasta 5 ° C.
Las curvas son:
•
•
•

C1: Curva de enfriamiento de 0,25 ° C a 5 ° C, curva rápida que va directamente al
vapor de nitrogeno.
C2: Curva de enfriamiento de 0,25 ° C a 5 ° C, temperatura de equilibrio por 45
minutos, curva lenta en congelador.
C3: Curva de enfriamiento 0,25 ° C a 5 ° C, temperatura de equilibrio por 45
minutos, curva rápida en vapor de nitrogeno.

FIGURA 7. Curva de congelamiento
2.4.4.2 Descongelación del semen
El semen se descongelo a 37 ° C durante 10 segundos, por inmersión en baño maria

FIGURA 8. Descongelamiento de semen
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2.4.4.3 Evaluación de integridad estructural de membrana plasmática y
acrosomal de cabeza de los espermatozoides
Se realizó siguiendo la técnica descrita por Harrison y Vickers (1990) con modificaciones
citadas por Zuccari (1998), en la cual se utilizaron dos fluorocromos: Diacetato de
carboxifluoresceína (CFDA) y Yoduro de propidio (PI).
La solución de diacetato de carboxifluoresceína y yoduro de propidio se consera y se
almacena bajo luz. Estas soluciones se separaron y se dividieron en dos volúmenes
iguales en tubos de eppendorf sellados con papel de aluminio y se mantuvieron
congeladas a -20ºC.
Las soluciones se prepararon en solución de formalina y citrato de sodio, almacenandolas
bajo refrigeración a 5ºC para su uso con un plazo máximo de dos dias.
La solución de trabajo se preparo el mismo dia que se descongelo el semen bajo luz.
Despúes de la descongelación de las pajillas, las muestras para la evaluación se
prepararon añadiendo 10 mL del semen en 40 mL de solución de trabajo. Las muestras
fueron incubadas a 37ºC durante 8 minutos y evaluados inmediatamente bajo luz. Se
evaluaron 300 células por muestra. (Anexo 7)
La evaluación de las láminas se realizo en microscopio de epifluoresceína Axiovet-Zeiss
con filtros de 480 – 610 nm de emisión, con un aumento de 400x.
La integridad de las membranas plasmáticas y acrosomal se interpretaron de acuerdo con
el color que se muestra por el esperma:
a) Espermatozoide integro: el espermatozoide se ve de color verde completamente
por el diacetato de carboxifluoresceína.
b) Espermatozoide lesionado: espermatozoide con membrana plasmática y
acrosoma lesionado, mostrando núcleos teñidos de rojo por el yoduro de propidio.
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c) Espermatozoide semi lesionado: espermatozoide teñido de rojo en su núcleo
por el yoduro de propidio y acrosoma teñido de verde por el diacetato de
carboxifluoresceína.

FIGURA 9. Evaluación de integridad estructural de membrana
plasmática y acrosomal de cabeza de los espermatozoides
2.1.1

Análisis estadístico

Los datos se analizaron bajo un diseño completamente al azar con arreglo factorial de
3x3, donde, el efecto principal A fueron las diferentes formas de adición del crioprotector
en el tratamiento y el efecto principal B fueron las curvas. Todos los datos se analizaron
en el software estadistico Statgraphics Centirium XVI.II. Se utilizó un nivel de confianza
del 95% para la determinación de diferencias estadísticamente significativas, lo cual no
ocurrio en este estudio, se procederia a hacer una prueba de análisis de comparación
multiple de promedios según Tukey.
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Cuando se analizaron los efectos principales por separado sin interacción, se realizó bajo
un diseño completamente al azar, con tres tratamientos respectivos a su efecto principal,
de igual forma se utilizó un nivel de confianza del 95%.

3. Resultados
Los resultados relativos a las caracterisiticas físicas, tales como: motilidad total, motilidad
progresiva y vigor, se muestran en la siguiente tabla 1:
CABALLO

1

2

3

4

5

6

Motilidad Total (%)

70

75

80

75

70

70

Motilidad progresiva (%)

65

70

75

70

65

65

Vigor (escala de 1 a 5)

3,5

3,5

4,0

3,5

3,5

3,5

Los ejemplares utilizados registraron una edad promedio de 5,5 años. Se presentan datos
con sus respectivas medias y desviaviones estándar de las variables: Motilidad total,
Motilidad progresiva, vigor y la evaluacion de la célula espermática.
En cuanto a la realización de la adición del crioprotector

en diferentes tiempos se

presentaron los siguientes resultados: La motilidad total para el tratamiento 1 presentó un
promedio de 43,05±1,51 con un limite superior de 46,1% y un limite inferior de 39,9%;
para el tratamiento 2 presentó un promedio de 41,9± 1,51 con un limite superior de
45,02% y un limite inferior de 38,8%; para el tratamiento 3 presentó un promedio de
41,6±1,51 con un limite superior de 44,7% y un limite inferior de 38,6.
La motilidad progresiva para el tratamiento 1 presentó un promedio de 37,2±1,55 con un
limite superior de 40,3% y un limite inferior de 34,08%; para el tratamiento 2 presentó un
promedio de 36,6±1,55 con un limite superior de 39,8% y un limite inferior de 33,5%; para
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el tratamiento 3 presentó un promedio de 36,3±1,55 con un limite superior de 39,5% y un
limite inferior de 33.2%.
El vigor presentó para el tratamiento 1 un promedio de 3,02±0,08 con un limite superior
de 3,2% y un limite inferior de 2,8%; para el tratamiento 2 presentó un promedio de
3,0±0,08 con un limite superior de 3,1% y un limite inferior de 2,8%; para el tratamiento 3
presentó un promedio de 2,9±0,08 con un limite superior de 3,1% y un limite inferior de
2,7%.
La evaluación de las células espermáticas a través de la integridad de la membrana
plasmática evaluada con fluorocromos Diacetato de carboxifluoresceina (CDFA) y Yodeto
de propideo (PI) mostraron los siguientes promedios: Células integras en el tratamiento 1
con un promedio de 47,2±2,18 con un limite superior de 51,6% y un limite inferior de
42,8%; para el tratamiento 2 un promedio de 46,5±2,18 con un limite superior de 50,9% y
un limite inferior de 42,1%; para el tratamiento 3 un promedio de 47,1±2,18 con un limite
superior de 51,5% y un limite inferior de 42,7%.

Células semi integras en el tratamiento

1 presentó un promedio de 20,8±2,5 con un limite superior de 25,8% y un limite inferior de
15,7%; para el tratamiento 2 presentó un promedio de 17,3±2,5 con un limite superior de
22,3% y un limite inferior de 12,2%; para el tratamiento 3 presentó un promedio de
18,4±2,5 con un limite superior de 23,5% y un limite inferior de 13,4%. Para las células
lesionadas en el tratamiento 1 presentaron un promedio de 31,2±3,6 con un limite
superior de 38,6% y un limite inferior de 23,8%; para el tratamiento 2 presentaron un
promedio de 35,9±3,6 con un limite superior de 43,3% y un limite inferior de 28,5%; para
el tratamiento 3 presentaron un promedio de 34,3±3,6 con un limite superior de 41,7% y
un limite inferior de 26,9%. En donde no se encontro diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos. (Tabla 2)
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En cuanto al estudio de la variable curva, la motilidad total en la curva 1 presentó un
promedio de 44,1±1,51 con un limite superior de 47,2% y un limite inferior de 41,1%; en la
curva 2 presentó un promedio de 41,1±1,51 con un limite superior de 44,1% y un limite
inferior de 38%; en la curva 3 presentó un promedio de 41,3±1,51 con un limite superior
de 44,4% y un limite inferior de 38,3%. La motilidad progresiva en la curva 1 presentó un
promedio de 38,3±1,55 con un limite superior de 41,4% y un limite inferior de 35,1%; en la
curva 2 presentó un promedio de 36,1±1,55 con un limite superior de 39,2% y un limite
inferior de 32,9%; en la curva 3 presentó un promedio de 35,8±1,55 con un limite superior
de 38,9% y un limite inferior de 32,6%. El vigor en la curva 1 presentó un promedio de
3,08±0,08 con un limite superior de 3,2% y un limite inferior de 2,9%; en la curva 2
presentó un promedio de 2,8±0,08 con un limite superior de 3% y un limite inferior de
2,7%; en la curva 3 presentó un promedio de 3,02±0,08 con un limite superior de 3,2% y
un limite inferior de 2,8%.
La evaluación de las curvas de las células espermáticas presentaron los siguientes
promedios; Células integras para la curva 1 presentó 45,8±2,18 con un limite superior de
50,2% y un limite inferior de 41,4%; para la curva 2 presentó 48,4±2,18 con un limite
superior de 52,8% y un limite inferior de 44%; en la curva 3 presentó 46,6±2,18 con un
limite superior de 51% y un limite inferior de 42,6%. Células semi integras en la curva 1
presentó 21,4±2,5 con un limite superior de 26,4% y un limite inferior de 16,4%; en la
curva 2 presentó 17,5±2,5 con un limite superior de 22,6% y un limite inferior de 12,5%;
en la curva 3 presentó 17,5±2,5 con un limite superior de 22,6% y un limite inferior de
12,5%. Células lesionadas en la curva 1 presentó 32,5±3,6 con un limite superior de
39,9% y un limite inferior de 25,1%; en la curva 2 presentó 33.3±3,6 con un limite superior
de 40,7% y un limite inferior de 25,9%; en la curva 3 presentó 35,7±3,6 con un limite
superior de 43,1% y un limite inferior de 28,3%.(Tabla 3)
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En la evaluacion del semen previo a la adición fraccionada del diluyente asignada en
tiempos y curvas, se realizo interacción de las mismas, las muestras se somenten a una
primera curva de enfriamiento a 0,25ºC/minuto. En donde, motilidad total presentó un
p<=0,3359, la motilidad progresiva un p<=0,4551, el vigor un p<=0,5249, las células
integras un p<=0,9241, las células semi integras un p<=0,8736, las células lesadas un
p<=0,9773; los cuales no presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0,005).
(Tabla 4)
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Tabla 2 Resumen Tiempo
Variable

T1

T2

T3

P<α

MT

43,05 ± 1,51

41,9 ± 1,51

41,6 ± 1,51

0,7920

MP

37,2 ± 1,55

36,6 ± 1,55

36,3 ± 1,55

0,9288

VIGOR

3,02 ± 0,08

3,0 ± 0,08

2,9 ± 0,08

0,9038

INT

47,2 ± 2,18

46,5 ± 2,18

47,1 ± 2,18

0,9698

SEMI

20,8 ± 2,50

17,3 ± 2,50

18,4 ± 2,50

0,6071

LESIONADAS

31,2 ± 3,67

35,9 ± 3,67

34,3 ± 3,67

0,6566

χ ± D.S.: El promedio es el resultado de 6 muestras por tratamiento. T1: INRA 82 + 2% de yema de
huevo + 5% de DMF, además la décima parte de cada diez minutos (1 minuto), T2: INRA 82 + 2%
de yema de huevo + 5% de DMF, además la décima parte de cada veinte minutos (2 minutos)y T3:
INRA 82 + 2% de yema de huevo + 5% de DMF, además la decima parte de cada treinta minutos
(3 minutos). P<α: NO representa diferencias estadisticamente significativas. α=0,05
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Tabla 3 Resumen Curva
Variable

C1

C2

C3

P<α

MT

44,1 ± 1,51

41,1 ± 1,51

41,3 ± 1,51

0,2994

MP

38,3 ± 1,55

36,1 ± 1,55

35,8 ± 1,55

0,4683

VIGOR

3,08 ± 0,08

2,88 ± 0,08

3,02 ± 0,08

0,2779

INT

45,8 ± 2,18

48,4 ± 2,18

46,6 ± 2,18

0,6961

SEMI

21,4 ± 2,50

17,5 ± 2,50

17,5 ± 2,50

0,4557

LESIONADAS

32,5 ± 3,67

33,3 ± 3,67

35,7 ± 3,67

0,8179

χ ± D.S.: El promedio es el resultado de 6 muestras por tratamiento. C1: Curva de enfriamiento de
0,25 ° C a 5 ° C, curva de descogelación rápida que va directamente al vapor de nitrogeno., C2:
Curva de enfriamiento de 0,25 ° C a 5 ° C, temperatura de equilibrio por 45 minutos, curva lenta en
congelador., C3: Curva de enfriamiento 0,25 ° C a 5 ° C, temperatura de equilibrio por 45 minutos,
curva rápida en vapor de nitrogeno. P<α: No representa diferencias estadisticamente significativas.
α=0,05

44

Tabla 4 Resumen Interacciones
Efecto
Principal A

T1

T2

T3

INTERACCIÓN

Efecto
Principal B

C1

C2

C3

C1

C2

C3

C1

C2

C3

AXB

MT

47,5 ±
2,62

42,5 ±
2,62

34,1 ±
2,62

44,1 ±
2,62

39,1 ±
2,62

42,5 ±
2,62

40,83 ±
2,62

41,6 ±
2,62

42,5 ±
2,62

0,3359

MP

40,83 ±
2,70

37,5 ±
2,70

33,3 ±
2,70

38,3 ±
2,70

34,1 ±
2,70

37,5 ±
2,70

35,8 ±
2,70

36,6 ±
2,70

36,6 ±
2,70

0,4551

VIGOR

3,08 ±
0,15

3,08 ±
0,15

2,91 ±
0,15

3,08 ±
0,15

2,83 ±
0,15

3,08 ±
0,15

3,08 ±
0,15

2,75 ±
0,15

3,08 ±
0,15

0,5249

INT

47,6 ±
3,78

48,0 ±
3,78

45,5 ±
3,78

46,7 ±
3,78

47,3 ±
3,78

44,3 ±
3,78

44,3 ±
3,78

50,5 ±
3,78

46,5 ±
3,78

0,9241

SEMI

24,9 ±
4,33

17,6 ±
4,33

19,8 ±
4,33

17,1 ±
4,33

18,75 ±
4,33

16,0 ±
4,33

22,2 ±
4,33

16,3 ±
4,33

16,8 ±
4,33

0,8736

LESIONADAS

27,5 ±
6,36

32,5 ±
6,36

33,8 ±
6,36

36,9 ±
6,36

34,4 ±
6,36

36,5 ±
6,36

33,1 ±
6,36

33,1 ±
6,36

36,7 ±
6,36

0,9773

χ = ± D.S ƒ(X)

!"
!"

= El promedio es el resultado de 6 muestras por interacción. T1xC1, T1xC2,

T1xC3, T2xC1, T2xC2, T2xC3, T3xC1, T3xC2 y T3xC3. P<α AxB: No representa diferencias
estadisticamente significativas. α=0,05.
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Discusión
En la cría moderna de caballos, el semen congelado se ha convertido en un método
eficaz de transporte y viabilidad en comparación con el envío de semen fresco. El semen
congelado ofrece la posibilidad de utilizar sementales simultaneamente en la reproducción
y en competencias, sin restricciones. Por otra parte, el envío de semen congelado no
tiene limitaciones sobre el tiempo de transporte, sin embargo, todavía existen fuertes
variaciones en la calidad del semen despúes de la congelación y descongelación; en las
diferentes tasas de preñez despúes de la inseminación, entre diferentes sementales y su
eyaculado. (Oehninger et., al 2000).
Los avances biotecnologicos en los procesos de reproducción animal asistida, exigen la
estandarización de protocolos, entre ellos, la criopreservación de semen equino de
ejemplares de alta genética y de aquellos en donde no se logra la criopreservación; con el
objetivo de obtener material espermático disponible de una forma viable, sencilla y
económica, por lo cual, se hace necesaria una evaluación objetiva y detallada relacionada
con las etapas de fertilidad in vivo y de varias pruebas las cuales permitan una mayor
aproximación al potencial fertilidad del semen descongelado. (Turner, 2005; Mesa, 2010).
Los resultados del presente trabajo corresponden a la evaluación de la adición
fraccionada de Dimetilformamida y la interacción entre las curvas de refrigeración y
congelación, determinando la viabilidad post-descongelamiento. Al momento de realizar la
adición fraccionada del Dimetilformamida al 5%, no se observo disminución en los
parámetros evaluados y no se presentaron cambios estadisticamente significativos
(P<0,05), esto se asocia al uso de amidas de bajo peso molecular, con alta solubilidad al
agua y baja toxicidad, siendo mas eficaz en comparación con el glicerol (Medeiros et al,
2003; Alvarenga et al, 2004), asi mismo, Moreno y colaboradores en el 2013,
determinaron que el uso de la yema de huevo y las lipoproteinas de baja densidad
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muestran un nivel de protección superior a la membrana celular durante la congelación,
en comparación con el INRA 96. De manera tal, que los resultados obtenidos postdescongelación con Dimetilformamida 5%, determina viabilidad espermática.
Medeiros et al, (2002) demostraron que la motilidad post descongelación (total y
progresiva) mejora significativamente cuando se congela con Dimetilformamida al 5%. De
acuerdo con estos autores, se puede confirmar que los resultados obtenidos para la
motilidad y los diferentes parámetros evaluados en el semen de los equinos evaluados,
certifican viabilidad del crioprotector, y que por tanto la adición fraccionada no afecta los
mismos.
Las muestras de semen congeladas con Dimetilformamida revelan un porcentaje de
espermatozoides con motilidad superior (43,05%), resultados similares a los de Medeiros
en 2003, quien reporta que el semen equino al ser congelado con DMF presenta
caracteristicas de motilidad (49,8%) y al momento de realizar la Inseminación Artificial
presenta un 47% de preñez con respecto al glicerol (10%).
Mesa (2010), Restrepo et al, (2012), Parra (2013), concluyen que las caracteristicas
seminales en fresco del Caballo Criollo Colombiano son similares a las de otras razas de
caballos y presentan parámetros compatibles en la realización de biotecnologias como la
criopreservación y la inseminación.
Actualmente, se han establecido concentraciones del 5% para la utilización de DMF,
como crioprotector, en un medio extensor para el congelamiento, disminuyendo los
efectos determinantes causados por el shock térmico y el estrés osmótico (Medeiros et
al., 2003). El uso de DMF en este estudio, fue seleccionado por los buenos resultados
obtenidos en trabajos a campo realizados con anterioridad. El uso de DMF preserva la
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motilidad despúes de la descongelación, presentando mejor efectividad comparandola
con el glicerol. (Medeiros et al., 2002)
En relación con la temperatura y la metodología de aplicación del crioprotector en este
estudio, no se encontraron diferencias significativas entre la adición fraccionada en 10, 20
y 30 minutos; lo que explica que el fraccionamiento de la DMF en los tres tiempos, es
suficiente para determinar que se minimizan los daños del efecto del estrés osmótico en
los espermatozoides, esto se explica, porque la adición de DMF a temperatura de 22ºC
proporciona una suficiente penetración del crioprotector en la célula espermática, debido
al bajo peso molecular del crioprotector, incorporación a la célula causando menos
efectos deletéreos en el cito esqueleto del espermatozoide, membrana plasmática,
ayudando a preservar la hélice mitocondrial y la viabilidad de la célula post
descongelación determinada a través de las pruebas de microscopia de epifluorescencia
(Vidament et al., (2002); Squires (2009); Perez, (2006).
Resultados diferentes fueron obtenidos por Alvarenga y colaboradores en el 2005, estos
autores, compararon diferentes curvas de congelamiento para el semen congelado con
DMF y dimetilacetamida, utilizando cuatro protocolos diferentes para el enfriamiento y el
congelamiento, sin encontrar diferencias significativas entre curvas de congelamiento
moderadas y rápidas. Similar a lo encontrado en el presente trabajo, en donde la adición
fraccionada del crioprotector no genera diferencias en el material seminal y al momento
del analisis estadistico no presentó diferencias significativas trabajando un p<=0,05.
La criopreservación del espermatozoide equino ha ido aumentando significativamente
debido a la facilidad de transporte y almacenamiento del material genético de los
sementales. Por lo tanto, es posible realizar una mejor utilización de la genética, teniendo
en cuenta que los equinos en particular presentan una pequeña variación en la
composición de la membrana plasmática, presentando una capa mayor de colesterol y
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ácidos grasos, por lo que es posible observar un grado de susceptibiliudad mayor al
proceso de criopreservación. (Oliveira et al., 2013)
Alvarenga y colaboradores (2000) concluyen que la utilización de Dimetilformamida al 5%
mejora significativamente la mayoria de los parámetros evaluados en comparación con
glicerol y Dimetilacetamida. La Diemtilformamida, puede preservar la motilidad del semen,
despues de la congelación. (Grahman, Squires, 2003).
En este estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tiempos de adición del crioprotector (DMF), entre las interacciones de las curvas de
enfriamiento y las diferentes curvas de enfriamiento utilizadas, generando resultados de
viabilidad espermática post-descongelamiento y por tal motivo se concluye que la eficacia
del crioprotector Dimetlformamida adicionado en fracciones, es un excelente método para
ser utilizado en protocolos de criopreservación en el caballo Criollo Colombiano.
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4. Conclusiones
•

La Dimetilformamida es un crioprotector que puede ser empleado para la
congelación de semen equino, especialmente en caballos criollos colombianos,
debido a que muchos de estos sementales presentan problemas en el proceso de
criopreservación.

•

Al aumentar el tiempo de adición del crioprotector 10, 20 y 30 minutos a través de
la adición fraccionada del crio protector dimetilformamida, no se generan cambios
relativos en los parámetros espermáticos post-descongelamiento.

•

Las curvas de congelación utilizadas, presentaron buenos resultados durante el
proceso, asegurando de esta manera, la viabilidad de semen post-descogelación.
De la misma forma, no se presento interacción entre los tiempos de la adición
fraccionada del crio protector curvas de enfriamientro y curvas de congelación.

•

Los parámetros seminales de la raza criollo colombiano a pesar de no estudiarse a
fondo, brindan la posibilidad de incluir este tipo de animales en programas de
biotecnologias reproductivas.

•

Se hace necesaria la utilización de biotecnologias como el CASA, que permitan
evaluar el semen de manera objetiva y con parametros de tasa de preñez efectiva.
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ANEXOS

ANEXO 1. Análisis de varianza para Motilidad Total
Interaction Plot
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ANEXO 2. Análisis de varianza para Motilidad Progresiva
Interaction Plot
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ANEXO 3. Análisis de varianza para Vigor
Interaction Plot
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ANEXO 4. Análisis de varianza para Células Integras
Interaction Plot
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ANEXO 5. Análisis de varianza para Células Semilesadas
Interaction Plot
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ANEXO 6. Análisis de varianza para Células Lesionadas
Interaction Plot
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ANEXO 7: Soluciones de trabajo utilizadas para la evaluación de la integridad de
membrana plasmática y acrosomal de espermatozoides equinos.
SOLUCIONES

CONSTITUYENTE

CANTIDAD

Solución CFDA

CDFA*

2,3 mgr

DMSO*

5 mL

Solución IP

IP*
0,9% NaCl*

Solución de Formalina

Formol al 40%

Dilución 1:80
100 mL de formol
al 40%

Solución de citrato de sodio

Citrato de Sodio
0,9% NaCl

Solución de trabajo

CDFA
IP
Formol
Citrato de Sodio

7,9
mL
solución
fisiológica

de

3gr
100 mL
20 mL
100 mL
10 mL
960 mL

Fuente: Zúcarri (1998)
*CFDA: diacetato de carboxifluoresceína
*IP: yoduro de propidio
*DMSO: dimetil sulfóxido
*NaCl: Cloruro de sodio
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